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(57) Abstract: The invention relates to a micro-recess array for size-dependent sorting or separation of cells suspended in a flowing 
medium in individual reaction chambers, and to a method for analysing the functional activity of individual cells which are separated 

V© by said micro-recess array. The micro-recess array is characterised in that it comprises a cell array made of a microstructured solid 

V) phase with a plurality of recesses (10). 
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Mikrovertiefungs array zur groBenabhangigen Sortierung oder Separation 
von in einer stromenden Fliissigkeit suspendierten Zellen und Verfahren 
zur Untersuchung der funktionellen Aktivitat von Einzelzellen 

5 Beschreibung 



Die Erfindung betriflft ein Verfahren zur Untersuchung der funktionellen 
Aktivitat von Einzelzellen an mila:ostnikturierten Festphasenoberflachen 
und ein dafur eingesetztes Mikrovertiefungsarray. Die Erfindung findet 
10 Einsatz in der medizinischen Diagnostik, Irnmunologie und Biotechnolo- 
gie. 

Es sind eine Reihe von Techniken verfugbar, mit denen der Nachweis von 
Sekretionsprodukten von nicht in Geweben organisierten Einzelzellen 

15 oder aus Geweben isolierten Einzelzellen gefiihrt werden kann. Weiter 
unten sind Techniken angefiihrt, die entwickelt wurden, um Zellen nach 
ihrer funktionellen Aktivitat und der Production von Sekretionsprodukten 
zu typisieren und/oder zu sortieren Aufierdem sind Methoden angefiihrt, 
biologische Molekule und Zellen in hoher Dichte in einem geeigneten 

20 Muster auf Festphasen anzuordnen, was eine Grundlage der nachfolgend 
aufgezeigten Losung darstellt. 

Die Analyse mittels FACS (fluorescence activated cell sorting) erlaubt die 
Detektion und Sortierung von Zellen im wesentlichen nach Oberflachen- 
25 markern. Der Nachweis der funktionellen Aktivitat von Zellen im Sinne 
der Messung von intrazellularen Produkten ist mittels Standardtechniken 
erst nach Permeabihsierung und Fixierung der Zellen mSglich (Prussin 
1997, Assemissen et al. 2001). Die Analyse einer grofien Zellzahl ist mit 
dieser Technik in geringer Zeit moglich. 

30 

Die Miltenyi Technologie kann als eine Methode zur Zellseparation nach 
dem Kriterhim der Produktion von Zellsekretionsprodukten (z.B. Zytoki- 
nen) angesehen werden. Sie erlaubt die Messung von Sekretionsproduk- 
ten von Einzelzellen mittels bifunktionalen Antikorpern, die einerseits auf 
35 der Zelloberflache binden, andererseits Sekretionsprodukte wie Zytokine 
binden Die auf der Zelloberflache gebundenen Sekretionsprodukte kon- 
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nen dann mittels geeigneter Markierung der Sekretionsprodukte in Sand- 
wichtechnik nachgewiesen und der produzierenden Zelle zugeordnet wer- 
den (Manz et al. 1995, Assenmacher et al. 1998, Brosterhus et al. 1999). 
Die Technik erlaubt sowohl den Nachweis von Sekretionsprodukten, als 
5 auch die Sortierung von Zellen nach ibren Sekretionsprodukten mittels 
magnetischer oder FACS-Sortierung. Es ist keine Permeabilisierung und 
Fixierung der Zellen erforderlich. 

Die Analyse von Zellsekretionsprodukten mittels in-situ Detektion kann 
10 ebenfeUs mikroskopisch nach Zytozentrifugation mit Immunophanotypi- 
sierung erfolgen. Hierbei konnen die Sekretionsprodukte wie beim FACS 
nachgewiesen werden. Eine Fixierung und/oder Permeabilisierung der 
Zellen ist notwendig. Die Auswertung erfolgt mittels Mikroskopie. 

15 Die ELI-Spot-Technik (Enzyme-linked-immuno-spot) zur Analyse von 
Zellsekretionsprodukten (im besonderen von B-Zellen produzierte Anti- 
korper und von B- und T-Zellen, von antigerq}rasentierenden Zellen pro- 
duzierte Zytokine) erlaubt die Charakterisierung von Zellen aufgrund ihrer 
Sekretionsprodukte. Zellen werden dabei in Kulturkammern mit speziel- 

20 len Membranen kultiviert. Die Beschichtung der Membranen mit Ligan- 
den gegen ZeUsekretionsprodukte erlaubt die Bindung von Sekretionspro- 
dukten, die dann mittels Sandwichtechnik nachgewiesen werden konnen. 
Aufgrund der verwendeten Farbetechniken (typischerweise Peroxidase 
oder/und alkalische Phosphatase) sind allerdings nur Ein- bzw. Zwei- 

25 ferbmarkierungen moglich. Grundlage dieser Technik bilden vorrangig bis 
zu 96-well Plattensysteme mit speziellen Membransystemen als Platten- 
grundlage, Au%rund der bisher verwendeten Plattensysteme ist nur ein 
relativ geringer Durchsatz von Zellen moglich und eine recht aufwendige 
Analyse erforderlich, da sich die Zellen in einem Zufellsmuster auf der 

30 Membran anordnea 

Der Nachweis von Zytokinen kann ebenfells gefuhrt werden, wenn die 
Zellen in eine Matrix eingebettet werden, die die Difiusion der Sekreti- 
onsprodukte verhindert und die andererseits nachfolge Detektionsschritte 
35 zum Nachweis der Sekretionsprodukte erlaubt Eine Sortierung von Zel- 
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len nach durchgefuhrtem Deteknonsverfahren ist nach Losung der Zellen 
aus der Matrix moglich (Turcanu und Williams 2001) 

Arraysysteme werden zunehmend genutzt, urn mittels miniaturisierter, 
5 definierter Anordnung von definierten Molekulen oder auch Zellen Li- 
gand-Ligand-Interaktionen mittels Hochdurchsatzverfahren zu analysie- 
ren. Dabei sind bisher unterschiedlichste mimaturisierte Systeme fur Mo- 
lekulinteraktionen beschrieben worden (Genexperessionsarrays zur Uber- 
sicht siehe Deyholos und Galbraith 2001, Proteinarrays (Mac Beath und 
Schreiber 2000), Antikorperarrays (de Wildt et al 2000). Zellspotarrays 
sind zur Messung von DNA-Expression beschrieben worden (Ziauddin 
und Sabatini 2001), allerdings nicht fiir die Einzelzellanalyse und nicht fur 
die Detektion von Zellsekretionsprodukten an lebenden Zellen. In der 
Immunologic werden Arraysysteme von PeptidbibUotheken zur Messung 
der Epftopeigenschaften von T-Zellen genutzt (Hiemstra et al. 2000, To- 
bery et al 2001). Diese Systeme sind jedoch nicht mit dem in vorliegen- 
der Erfindung dargestellten System der EinzelzeUcharakterisierung ver- 
gleichbar. Mikroelektrodenarrys mittels Halbleitertechnologie wurden 
verwendet, um die elektrische Aktivitat von Zellen zu analysieren (Israel 
et al. 1984, Connolly et al. 1990, Bhattacharjee 2000). Mikrostrukturierte 
Oberflachen anderer Autoren zur Positionierung von Zellen mittels Be- 
schichtung von Zelkdhasionsmolekulen auf Festphasen erlauben eine Po- 
sitionierung von Zellen, allerdings nicht in dem nachfolgend dargestellten 
Prazisionsmuster (Chen et al. 1998) und unterscheiden sich von dem im 
folgenden dargestellten Prinzip der Sortierung grundlegend. 

Nachteile der au%efuhrten Techniken: 

Bei dem Nachweis von intrazellularen Produkten ist die Permeabilisierung 
der Zellmembran und Zellfixation erforderlich, was die Aktivitat der Zel- 
len beemtrachtigt und mit der LebensShigkeit der Zellen in vielen Fallen 
nicht vereinbar ist Die Messung von zeitabhangigen, sequenziellen Pro- 
zessen ist fiir eine Gesamtzellpopulation, nicht jedoch fiir Einzelzellen 
moglich. 

Die bisherigen Techniken erlauben eine Analyse von hohem Durchsatz, 
die Sensitivitat der Methode ist jedoch von Kapazitat der Ankermolekule 
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auf der ZeUoberflache abhangig, was die Bindungskapazitat und Nach- 
weisgrenze des Systems limitiert. Eine Analyse von zeitabhangigen se- 
quentiellen Prozessen ist bei der Analyse mittels FACS-Teclinologie 
ebenfalls nur fur die Gesamtpopulation, nicht fiir Einzelzellen moglich. 
5 Eine Auswertung von derart markierten Zellen mittels Mikroskopie er- 
laubt zwar prinzipiell auch sequenzielle Vorgange zu studieren, wird aber 
durch den geringen Durchsatz bei den bisher zur Verfugung stehenden 
Methoden limitiert. 

10 Die Analyse eher geringer Zellzahlen und die Notwendigkeit der Permea- 
bilisierung der Membran sind wesentliche Nachteile dieser Technik, wes- 
halb sie sich fur das Screening von Zellen auBerhalb definiert wissen- 
schaftlicher Fragestellungen nicht durchgesetzt hat. 

is Der ELI-Spot wird typischerweise nach Abwaschen der Zellen von der 
Membran durchgefuhrt. Die Enzymreaktionen fuhren zu einem nichtlosli- 
chen Reaktionprodukt, das sich auf der Membran ablagert Eine breitere 
Lnmuntypisierung der Zellen mit verschiedenen Markern ist bei den be- 
stehenden Systemen nicht gegeben. Aufgrund der verwendeten Far- 

20 bungsmethodik wird nur eine Ein- oder Zweifachmarkierung eingesetzt. 
Die uristrukturierte Anordnung der Zellen auf der Membran erschwert die 
Auswertung des Assays. Daraus resultiert, dass der Assay nur bei einer 
relativ geringen Zelldichte sinnvoll ausgewertet werden kann. Weiterhin 
ist die Wiederfindungsrate stark limitiert. 

25 

Der Test nach Turcanu und Williams erfordert die Embettung der Zellen 
in eine Matrix, was zusatzliche Arbeitsschritte erfordert und ein spateres 
Sortieren bzw. eine spatere Analyse erschwert. Bei diesem Test ist eben- 
falls keine direkte strakturierte Anordnung der Zellen mdglich. 

30 

Aufgrund der bestehenden Systeme (vgl. Genexperessionsarrays und 
Proteinarrays) ist eine Anordnung von Einzelzellen in einem festgelegten 
Muster und der Nachweis der Sekretionsprodukte dieser Zellen bisher 
nicht beschrieben worden. Eine strukturierte Anordnung von Zellen mit- 
35 tels Spotautomaten ist zwar prinzipiell denkbar, aUerdings sehr aufwendig 
und beim Einsatz von lebenden Zellen im Routinelabor sehr kosteninten- 
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siv. Dabei werden die Zellen oft physisch verletzt oder zerstort. Weiterhin 
basiert das Mikroarray-Prinzip in dem Aufbringen von Flussigkeitstropfen 
auf eine feste Oberflache. Diese Menge ist nicht beliebig reduzierbar 
(mindestens 100 nl) und somit ist das Spotten von Einzelzellen eher als 
5 ZufaJl zu betrachten. 

Die Nachteile der verschiedenen Systeme ergeben sich einerseits aus der 
Notwendigkeit, die Zellmembran zu manipulieren, andererseits die Um- 
gebung der Zellen derart zu verandern, daft eine Detektion des sezernier- 

10 ten Produktes moglich wird. Weiterhin ist eine strukturierte Anordnung 
von Einzelzellen auigrund der verwendeten Membranen schwierig, was 
eine Auswertung des Systems erschwert und damit einhergehend notge- 
drungen die Dichte der zu untersuchenden Zellen verringert. Die Schwie- 
rigkeit, lebende Einzelzellen mittels Blottechniken auf Oberflachen anzu- 

15 ordnen liegt in der komplizierten technischen Losung des Spotvorganges, 
der aus Zelldetektion und eigentlichem Spotvorgang mittels Hochprazisi- 
onsmechanik bestehen muss. 

Mittels der angestrebten Losung sollen nicht in Geweben organisierte 
20 Einzelzellen oder aus Geweben isolierte Einzelzellen nach ihrer funktio- 
nellen Aktivitat und der Produktion von Sekretionsprodukten typisiert 
werden. Der Vorgang der Zelltypisierung selbst soli die Vitalitat der Zel- 
len moglichst wenig beeinflussen. Es soil eine Losung gefunden werden, 
die eine Anordnung vonzu charakterisierenden Zellen in einem geeigne- 
25 ten Muster erlaubt, urn einerseits eine hohe Zelldichte zu ermoglichen, 
andererseits die Auswertung der Markierung zu erleichtern. Die Zellen 
sollen ihre Position im Verlauf des Tests nicht verandern, urn die Mes- 
sung zeitabhangiger Prozesse zu erlauben. Die Zellen sollen sowohl auf- 
grund ihrer Oberflachenmarker, zellularer EiweiBe, ihres genetischen 
30 Materials (DNA, RNA), als auch ihrer Sekretionsprodukte bzw. Stoff- 
wechselaktivitat charakterisiert werden konnen. 

Eine strukturierte Anordnung von Einzelzellen (die voneinander raumlich 
getrennt sein sollen) an einer strukturierten Festphase, wiirde einerseits 
35 eine Hochdurchsatzanalyse erlauben, andererseits den Nachweis der Se- 
kretionsprodukte an der Festphase aufgrund einer Immobilisierung ver- 
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bessern, von anderen Zellen aber getrennten Oberflache erlauben. Bei 
Nutzung von Fluoreszenzmaikieriing ist eine Mehrkanalanalyse moglich. 

Die Aufgabe wird durch das Mikrovertiefangsarray zur groBenabhangigen 
Sortierung oder Separation von in einer stromenden Fliissigkeit suspen- 
dierten ZeEen sowie das dazugehorige Verfahren zur Untersuchung der 
funktionellen Aktivitat von Einzellzellen mit den in den Anspriichen 1 und 
18 genannten Merkmalen gelost. 

Das Mikrovertiefungsarray zur groBenabhangigen Sortierung oder Sepa- 
ration von in einer stromenden Flussigkeit suspendierten Zellen zeichnet 
sich dadurch aus, dass das Mikrovertiefungsarray ein Zellarray aus einer 
mikrostrukturierten Festphase mit einer Vielzahl von Vertiefungen um- 
fasst. Die Festphase besteht vorzugsweise zurnindest teilweise aus Silizi- 
um, Glas oder Kunststoff. Die Anordnung der Zellen in den Vertiefungen 
erfolgt durch Sedimentation aufgrund der Graviditas und Scherkrafte im 
Flussigkeitsstrom, kann aber auch durch andere Hilfsmirtel wie Magnet- 
beads, Anlegen eines elektrischen Feldes oder durch optische Manipula- 
tionen (z.B. optische Pinzetten) erfolgen. Die Zellen positionieren sich in 
den entsprechenden Zonen auf der Festphase derart, dass sich in einer 
Vertiefung bestirnmter GroBe Zellen mit einer geringeren bis maximal 
gleichen GroBe positionieren konnen. 

In einer bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung ist eine die Festphase 
des Zellarrays bedeckende Oberflache vorgesehen, die insbesondere aus 
rnikroskopierfihigen Glas besteht. Auf diese Weise karm eine spatere op- 
tische Auswertung der Zellsortierung, beispielsweise durch Fluoreszenz- 
mikroskopie, besonders eimach und sicher durchgefuhrt werden. Ein Ab- 
stand zwischen einer Oberkante der Vertietungen und der Glasplatte be- 
tragt vorzugsweise 10 umbis 500 um Hierdurch konnen Turbolenzen im 
Flussigkeitsstrom verhindert werden. 

Weiterhin wird vorzugsweise eine moglichst dichte Anordnung der Ver- 
tiefungen auf der Festphase vorgegeben, so dass sehr groBe Anzahl von 
Zellen gleichzeitig vereinzelt und anschlieBend untersucht werden kon- 
nen. Dies kann insbesondere dadurch erreicht werden, dass die Vertiefun- 



25 



30 
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gen zueinander versetzt angeordnet sind und/oder eine GroBe der Vertie- 
fungen den zu untersuchenden ZeflgrSBen angepasst ist Im letzteren Fall 
ist es bevorzugt, dass die GroBe der Vertiefimgen nur geringfugig grSBer, 
insbesondere 0,5 um bis 5 um groBer, als die ZellgroBe ist. Auch eine 
5 Zelltiefe entspricht vorzugsweise der ZellgroBe. Eine Dichte der Vertie- 
fungen auf der Festphase betrSgt weiterhin vorzugsweise bis zu 1.000.000 
Vertiefungen pro cm 2 . Die genanten MaBnahmen tragen einzeln oder in 
beliebiger Kombination zur Erhdhung der Dichte an vereinzelten Zellen 
fur die anschlieBende Untersuchung bei. 

10 

Ferner ist bevorzugt, dass die Festphase mit Antikorpern oder Antigenen 
beschichtet ist. Auf diese Weise lassen sich besonders einfach Untersu- 
chungen an den Einzelzellen durchfiihren. Es versteht sich von selbst, 
dass die Vertiefimgen auf dem Zellarray je nach Fragestelhmg der Unter- 
15 suchung verschiedene Antikorper und/oder Antigene tragen konnen So 
konnen insbesondere mehrere Antikorper und/oder Antigene in einer 
Vertiefung gebunden sein oder auch Regionen mit unterschiedlichen An- 
tikorpern und/oder Antigenen auf dem Zellarray vorgegeben werden. 

20 Bevorzugt ist weiterhin, dass die Festphase mit einem Gemisch aus Ei- 
weiBen und Antikorpern beschichtet ist. Das EiweiB kann insbesondere 
Albumin sein, wobei insbesondere die direkt auf die Festphase aufge- 
brachte Beschichtung aus Albumin nachfolgend uber Succinimidylester 
kovalent angebundene Antikorper tragt Alternativ kann die Festphase 

25 eine Beschichtung aus Polylysin mit nachfolgend angebunden Antikorpern 
tragen. Die genannten Modifikationen haben sich als besonders praktika- 
bel bei der Herstellung beschichteter Fes^phasen erwiesen und eignen sich 
zudem als Standardsystem fur Untersuchungen. Wenn die Festphase aus 
Silizium ist, kann je nach angestrebter Applikation die Siliziumoberflache 

30 derart behandelt werden, dass sich deren Ladung und ffydrophobizitat 
andert. Damit ist das System auch in dieser Hinsicht variabel den jeweili- 
gen Erfordemissen anpassbar. 

Bei der Untersuchung der funktionellen Aktivitat von Einzellzellen mit 
35 einem Mikrovertiefungsarray findet in einem ersten Schritt eine Verein- 
zelung der Zellen und einem nachfolgendem Schritt eine Untersuchung 
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der funktionellen Aktivitat der vereinzelten Einzellzellen start. Die geord- 
nete Vereinzelung einer Vielzahl von Einzelzellen ist ein wesentlicher 
Aspekt des Verfahrens und begunstigt erst den Erfolg der nachfolgenden 
Untersuchungen. Die Vereinzelung kann dabei durch Sortierung nach 
5 Zellgrofie und/oder Typisierung nach Zelltyp erfolgen. Ferner kann sie mit 
Hilfe von Latexpartikeln, Magnetbeads oder mittels optischer Pinzetten 
unterstiitzt werden. Die MaBnahmen erlauben erstmalig die parallele Un- 
tersuchung einer grofien Anzahl von Einzelzellen hinsichtlich ihrer funk- 
tionellen Alrtivitat. 

10 

Als vorteilhaft hat sich dabei erwiesen, das Mikrovertiefungsarray mit 
einer Zellsuspension hoher Dichte, insbesondere von etwa 2 x 10 6 Zellen 
pro 100 ul, zu beladen. Von einer solchen Zellsuspension werden vor- 
zugsweise nur 10 bis 20 jjlI in das Mikrovertiefungsarray aufgenommen 
15 Damit konnen bereits sehr kleine Probenmengen verarbeitet werden. 

Nach dem Beladen wird das Mikrovertiefungsarray zur Entfernung nicht 
positionierter Zellen gespiilt Ein Fliissigkeitsstrom beim Sptilen betragt 
dabei vorzugsweise 0,01 bis 0,3 ml pro Sekunde. Pro Spulzyklus wird 
20 vorzugsweise eine Spiilmenge von 1 bis 2 ml aufgegeben. Als besonders 
effektiv hat sich ein pulsartiges Beladen und Spiilen herausgestellt Die 
genannten MaBnahmen zur Probenaufbereitung haben sich als besonders 
geeignet fur die Standardisierung des Prozesses erwiesen. 

25 Demnach schlagt die vorliegende Erfindung vor, auf Silizium-, KunststofF- 
oder Glasoberflachen mittels Atz- oder Pragetechniken netzartig verteilte 
Vertiemngen in der etwaigen Grosse der zu untersuchenden Einzelzellen 
aufeubringen (Zellniikrovertiefiingsarray). Die Vertiefungen dienen zur 
Aumahme und damit der Anordnung von Einzelzellen. Wird eine Suspen- 

30 sion/Losung mit Einzelzellen auf den Array aufgebracht, lagern sich die 
Zellen sowohl auf der nichtstrukturierten Oberflache als auch in den Ver- 
tiemngen an. Nicht in Vertiemngen angeordnete Zellen konnen mittels 
Anlage eines Fltissigkeitsstromes von der Oberflache abgewaschen wer- 
den. Die plazierten Zellen sekretieren bestimmte Stoftwechselprodukte, 

35 oder verandern ihre Umgebung durch bestimmte biochemische Prozesse. 
Eine Beschichtung der Oberflache des Zellarrays mit Antikorpem oder 
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anderen Liganden von Zellsekretionsprodukten erlaubt eine Bindung der 
Zellsekretionsprodukte oder beeinflusst die Aktivitat der Zellea Die se- 
zernierten Stoffe oder die von den ZeUen modifizierten Mikroumgebun- 
gen konnen durch Nachweisreaktionen mit (z.B. fluoreszenz-) markierten 
5 Liganden (z.B. Antikorpersandwichtechnik) sichtbar gemacht werden. 

Die funktionelle Charakterisierung von Einzelzellen (z.B. B-Zellen, T- 
Zellen, antigen prasentierende Zellen, endokrine Zellen, Tumorzellen) 
mittels des dargestellten Mikrovertiefimgsarrays wird durch die Moglich- 
10 keit einer Mehrkanalanalyse fur verschiedene Sekretionsprodukte und 
Oberflachenmarker ermoglicht 

Das Array erlaubt auf einfache Weise die definierte Anordnung von sehr 
groften Zellzahlen, die im Verlaufe der Testphase ihre Positionen nicht 

is verandera. Es ist deshalb moglich, die Zelleh einerseits aufgrund von 
Oberflachenmarkern zu charakterisieren, andererseits die Sekretionspro- 
dukte dieser Zellen in ihrer unmittelbaren Umgebung nachzuweisen und 
zu messen, was eine sehr geringe Manipulation der zu charakterisierenden 
Zellen erfordert, andererseits in verschiedenen Nachweisschritten erfolgen 

20 kann und dann der jeweiligen Vertiefung/respektive Zelle zugeordnet 
werden kann. Mittels der dargestellten Methode zur Bestimmung der Se- 
kretionsprodukte einer Zelle ist eine zeitabhangige Charakterisierung von 
Einzelzellen und ein Nachweis der Sekretionsprodukte ohne die Alterati- 
on der Zellmembran dieser Zellen moghch 

25 

Die Vorteile der vorgeschlagenen Losung bestehen demnach noch einmal 
zusammenfassend darin: 

1 . Simultane Anordnung von Zellen in einer erhohten Zelldichte (bis zu 1 
30 Million Zellen/cirr 2 ) gegeniiber konventionellen ZellspotverfahrerL 

2. Es ist eine geordnete Lmmobilisierung von Zellen moglich und damit 
auch eine hohe Detektionsrate durch optische Verfahren (z.B. Mikrosko- 
pie/Laserscanning-Mikroskopie, Inmninfluoreszensscanning-verMff 

35 nach verschiedenartiger Behandlung (Spul- und Waschschritte) gegebeiL 
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3. Durch die raumliche Separation der Einzelzellen konnen lokal ge- 
trernite Untersuchungen sehr vieler verschiedener Zellen (Lymphozyten, 
Makrophagen, zirkulierende Tumorzellen, Zelllinien) durchgefuhrt wer- 
den. 

5 

4. Zeitabhangige Prozesse konnen sequenziell an ein und derselben Zelle 
durchgefuhrt und analysiert werden (Echtzeitanalyse). Die Zunahme von 
Fluoreszenzsignalen bei stabilen Fluoreszenzmarkern und die Moglichkeit 
der Analyse von Bleicheffekten bei nichtstabilen Fluoreszenzmarkern 

10 kann zur Messung von zeitabhangigen Prozessen genutzt werden 

5. Eine paraUele Untersuchung von Oberflachenmarkern von Zellen und 
Detektion ihrer Sekretionsprodukte ist moglich. 

is 6. Quantiflzierbarkeit der Sekretionsprodukte und Zuordnung zur sezer- 
nierenden Einzelzelle. 

7. Untersuchung der Sekretionsnmktion bei unterschiedlichen Umge- 
bungsbedingungen (Medium, Temperatur, Zellgifte, Hormone, Zytokine) 

20 ist durch die Moglichkeit des Wechsels der Zellmedien bei konstanter 
Zellposition gegeben. 

8. Im Gegensatz zur ELI-Spot-Technik konnen aufgrund des Einsatzes 
von Fluoreszenzmarkern andere geeignete Detektionssysteme (konventio- 

25 nelle HuoreszenzmikrOskopie, I^erscarming-Mikroskopie), aber auch 
Lummeszenzmarkierungen durchgefuhrt werden. Der Einsatz von Che- 
molumineszenz wurde den beschriebenen Test hochsensitiv gestalten. 

9. Die hohe Zellzahl bei der Analyse auf dem Zell-Array erlaubt eine gute 
30 statistische Auswertung der untersuchten Zellpopulation. 

10. Die Immobilisierung der Zellen im Flussi^ceitsstrom ist durch vielfal- 
tige andere Methoden (Latexpartikel, Magnetbeads, optische Pinzetten) 
kombinierbar. 
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11. Die Untersuchung lebender Zellen erlaubt die anschlieBende Nutzung 
der Zellen in einem nachfolgenden Ejq)eriment (nach z.B. magnetischer 
Sortierung), oder nach Ablosung der Zellen mittels Stenapeltechniken. 

5 12. Aufgrund der starren Anordung der Vertiefungen in der Festphase laBt 
sich der beschriebene ftmktionelle Test sequentiell mehrfach nacheinander 
und auch mit unterschiedlichen Zellen durchfuhren (Mehrfachnutzung der 
stnikturierten Festphasen ist moglich). 

10 13. Die Technik ist fur die Charakterisierung von Einzellzellen in Aktivi- 
ttlts-, Toxizitats- und Kanzerogenitatstests mittels Hochdurchsatzscree- 
ning geeignet. 

Es ist ein Verfahren zur funktionellen Charakterisierung von nicht in Ge- 
15 weben organisierten oder aus Geweben isolierten Einzelzellen sowie eine 
zugehorige Vorrichtung geschatTen worden. Dazu werden mikrostruktu- 
rierte Festphasen (z.B. Silizium, Glas, Plastik), auf denen Mikrovertietun- 
gen aufgebracht sind, genutzt. In den Mikrovertiefungen konnen Einzel- 
zellen in einem geeigneten Muster in einer sehr hohen Zelldichte (z.B. 
20 150.000 pro cm 2 ) angeordnet werde. Auf einem derartigen Zellarray 
(microwell immuno chip) konnen Liganden gegen Sekretionsprodukte der 
Einzelzellen auigebraclit werden, die einen Nachweis der Sekretionspro- 
dukte von Einzelzelle erlauben. Die Cliarakterisierung der Einzelzellen 
soil mittels Analyse ihrer Sekretionsprodukte erfolgen und kann aber 
25 durch die Zellrypisierung mittels Oberflachenanalyse oder intrazellularen 
Markern erweitert werden. Eine Separation von Zellen nach erfolgter 
Analyse ist mSglich. 

Es stent eine Methode und eine Vomchtung zur Vereinzelung von Parti- 
30 keln/Zellen aus groBen Populationen an inikrostrukturieiten Festphasen 
und der nachfolgenden molekularen Typisierung der Zellen, wie geneti- 
schem Material oder Oberflachen- oder zellularen EiweiBen zur Verfu- 
gung. 

35 Dabei konnen zur effektiven Separierung und Klonierung von Zellen le- 
bende Einzelzellen aus grofien Zehpopulationen vereinzelt, auf spezifi- 
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sche Eigenschaften untersucht und nach der Typisierung fur nachfolgende 
Prozesse ausgewanlt werden. 

Ebenso kann zur lokal getrennten, sequentiellen Untersuchung separierter 
5 Zellen, wie der Sekretion von Zytokineii und Chemokinen an Einzellen an 
niikrostakturierten Festphasen nach Separation aus groBen Zellpopulatio- 
nen durchgefuhrt werden. 

Die Methode dient auch zum Nachweis der Sekretion isotypspezifischer 
10 oder antigenspezifischer Antikorper an vereinzelten B-Zellen mittels Mi- 
krowellarray. 

Die Nutzung des Mikrowellarrays zur Separation und spateren Screening 
von vereinzelten Hybridomazellen auf die Produktion antigenspezifische 
15 Antikorper ist moglich. 

Die Methode ist geeignet zum Nachweis von sezernierten Enzymen an 
Einzelzellen, z.B. sezernierten Proteasen die von Tumorzellen gebildet 
werden, deren Enzymaktivitat mittels Umwandlung spezifischer, immobi- 
20 lisierter Substrate an der Oberflache der Mikrokavitat nachgewiesen wer- 
den kann. 

Der Einsatz der Mikrokavitaten fur den Nachweis oberflachenbasierter 
enzymmediierter und/oder iinmunmediierter Zellreaktionen, auch fiir die 
25 Wechselwirkung unter verschiedenen Zellen ist moglich. Dazu werden die 
Kavitaten erst mit einen Zelltyp beladen. Danach werden andere Zellen 
hinzugespult und somit eine Doppelbeladung der Kavitat erreicht. Somit 
lassen sich Zel-Zell-Interaktionen raumlich getrennt messen 

30 Es ist eine Methode zum Nachweis von Proliferation von Einzelzellen 
geschaffen. Nach der Separation einzelner Zellen in Mikrowellkavitaten 
kann die Proliferation von Zellen dahingehend untersucht werden, dass 
die Zellen nach Proliferation aufgrund des ZeUwachstums die Kavitaten 
verlassen und dies entweder an der Oberflache nachgewiesen werden 

35 kann, oder mittels DNA Markem detektiert werden kann. Die Oberflache 
kann mit stimulierenden, proliferationsibrdernden Faktoren beschichtet 
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werden und der Effekt dieser Stoffe kann an vereinzelten Zellen unter- 
sucht werden. 

Die Methode kann zur Selektion von Zellen, wenn durch Oberflachenbe- 
5 schichtung spezifische Zellen hinsichtUch Vitalitat oder Proliferation ge- 
fbrdert werden, oder gehemrat werden, oder gebunden werden und damit 
selektiv beeinflusst werden genutzt werden. 

Die Separation von Einzelzellen aus groBen Populationen zur spateren 
Untersuchung des genetischen Materials,wie DNA der RNA ist moglich. 

Die Erfindung soli nachstehend an einem-Austuhrungsbeispiel und anhand 
von Zeichnungen naher erlautert werden Es zeigen: 

Figur 1 eine schematische Darstellung einer Vertiefung in der Fest- 
phase mit einer Beschichtung eines Liganden; 

Figur 2 die Vertiefung der Figur 1 mit einer vereinzelten Zelle und 
Sekretionsprodukten; 

Figur 3 die Vertiefung der Figur 2 nach dem Abwaschen nicht ge- 
bundener Sekrenonsprodukte; 

Figur 4 die Vertiefung der Figur 3 nach Markierung mittels Markern; 

Figur 5 die Vertiefung der Figur 4 nach Entfernung der Zelle und 
Behandlung mit markierten Liganden und 

Figur 6 die Vertiefung der Figur 4 nach Behandlung mit markierten 
Liganden. 

Die Vereinzelung und Untersuchung von Zellen mittels der mikrostruktu- 
rierten Festphase, aus der zur Veranschaulichung in den Figuren 1 bis 6 
jeweils nur eine Vertiefung 10 herausgegriffen wurde, kann folgenderma- 
35 Ben durchgefiihrt werden: 



10 



15 



20 



25 
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Beschichtung der Festphase 

Die Festphase aus Silizium wird, wie hier schematisch angedeutet, im 
Bereich der Vertiefung 10 mit Antikorpern 12 gegen Sekretionsprodukte 
(z.B. Zytokinassay) oder mit Antigenen zum Nachweis eines zu messen- 

5 den Sekretionsproduktes beschichtet (Figur 1). Aufgrund der Oberfla- 
cheneigenschaften von Silizium konnen einerseits Antikorper gegen Se- 
kretionsprodukte wie Zytokine direkt adsorbiert werden, andererseits 
konnen Antikorper 12 in einem Gemisch mit anderen EiweiBen wie Al- 
bumin gemeinsam beschichtet werden. Als sinnvoll hat sich weiterhin die 

10 direkte Beschichtung mit Albumin und die nachfolgende kovalente Bin- 
dung der Antikorper tiber Succinirnidylester erwiesen 

Weiterhin ist eine Bindung von Protein A an die Siliziumoberflachen 
moglich, an das darni Antikorper gebunden werden konnen. Versuche ha- 

15 ben gezeigt, dass eine optimale Losung gefunden werden muss, um einer- 
seits eine hohe Ligandendichte zu erreichen, der Ligand seine Bindungs- 
aktivitat beibehalten soil und die unspezifische Bindung von Zellen mog- 
lichst gering sein soli. So erlaubt die direkte Adsorption von Antikorpern 
zwar eine hohe Bindung, die gebundenen Antikorper verlieren aber einen 

20 wesentlichen Anteil ihrer Bindungsaktivitat (Denaturierung). Nach Be- 
schichtung der Oberflache mit Polylysin wird eine gute Bindungsdichte 
von Antikorpern erreicht, die eine gute funktionelle Aktivitat aufweisen, 
die so beschichtete Oberflache weist allerdings auch eine sehr hohe Bin- 
dungskapazitat fur Zellen auf. 

25 

Blockierung der Festphase 

Die weitere Oberflache des Zellarrays wird mit einem fur den Test irrele- 
vanten Protein wie Albumin blockiert, um die verbleibenden Bindungs- 
stellen auf der Suiziumoberflache fiir Proteine zu blockieren und die Ad- 
30 hasion fur Zelloberflachenproteine zu nMnimieren. 

Beladung mit Zellen 

Die Mikrovertiefungsarrays werden mit einer Zellsuspension von etwa 
2 • 10 6 Zellen pro 100 ul beladen. Fiir die eigentliche Beschichtung sind 
35 10-20 ul ausreichend. Je nach Totvolumen des verwendeten Systems 
miissen die Volumina angepasst werden. Die Anordnung der Zellen er- 
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folgt durch die Graviditat im Fliissigkeitsstrom, kann aber auch durch an- 
dere HUfsmittel wie Magnetbeads, Anlegen eines Magnetfeldes oder opti- 
sche Manipulationen (z.B. optische Pinzetten) erfolgen bzw. durch diese 
Methoden verstarkt werden. Die Zellen positionieren sich entsprechend 

5 ihrer GroBe in die vorbereiteten Vertiefungen ahnlicher GroBe. Ziel ist 
das Erreichen einer moglichst hohen Zelldichte, wobei eine moglichst ho- 
he Zahl von Mikrovertiefungen mit nur einer Zelle gefullt sein sollen. Er- 
reicht wird diese Zelldichte sowohl durch eine hohe Zelldichte in der 
Zellsuspension (siehe oben), durch eine moglichst dichte Anordnung der 

10 Mikrovertiefungen, durch die Anordnung der Mikrovertiefungen in spezi- 
ellen, z.T. versetzten Mustern selbst, durch eine der ZellgroBe angepasste 
(nur geringfugig (0,5-5 um) grSBere Mikrovertiefungen als die ZellgroBe), 
durch die Form der Mikrovertiefung (ZelMefe sollte der ZellgroBe ent- 
sprechen), durch die Oberflacheneigenschaften (Ladling, Hydrophobizitat) 

is der Oberflache. Das Anlegen eines Magnetfeldes oder Einsatz optischer 
Verfehren kann das Fesfhalten oder Plazieren der Zellen in den Vertiefun- 
gen sichern oder uhterstutzen. 

Abwaschen nicht positionierter Zellen 

20 Nicht in den Vertiefungen positionierte Zellen werden nach Anlage eines 
geeignet starken Flussigkeitsstromes wieder entfemt. Bei Waschschritten 
• sollte einerseits das Auswaschen von in den Vertiefimgen befindlichen 
Zellen durch Wirbelbildung vermieden werden, andererseits eine Schadi- 
gung der Zellen durch einen massiven Flussigkeitsstrom. Stromungsraten 

25 von 0,3-0,01 ml pro Sekunde haben sich als sinnvoll herausgestellt Von 
wesentlicher Bedeutung fur das Vermeiden von Verwirbelungen und da- 
mit dem Herauswaschen von Zellen ist der Abstand zwischen der Ober- 
kante der Vertiefimgen und einer mikroskopiertahigen z.B. Quarzglas- 
oberflache. Bei Abstanden ab 500 um treten sehr starke Verwirbelungen 

30 aiu; bei Abstanden unter 10 |uim ist der Flussigkeitsstrom mit Zellen stark 
beeintrachtigt Mehrfache, pulsartige Beladungs- und Waschzyklen erho- 
hen die Dichte und die Effektivitat der Beladung. Die Waschschritte sind 
ebenfells in pulsartigen Zyklen effektiv. Waschmengen von insgesamt 1- 
2 ml sind bei pulsartigem Waschen ausreichend. Eine Anreicherung der 

35 Waschlosung mit Zellkulturmedium oder EiweiB (Albumin 0,1-1%) er- 
hoht die Vitalitat der Zellen wahrend des Tests. 
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Inkubation der Zellen 

Die Zelle 18 wird mit einem Kulturmedium auf dem Zell-Array inkubiert, 
urn die Vitalitat der Zelle 18 zu erhalten und eine Sekretion von Stoff- 

5 wechselprodukten 14, 16 ,z.B. Zytokine beim Zytokinassay oder Antikor- 
per bei B-Lymphozyten, in die Umgebung zu bewirken (Figur 2). Die 
Stofiwechselprodukte 14, 16 werden durch die irhmobilisierten Antikor- 
per 12 oder gegebenenfalls Antigene gebunden oder verandem (z.B. im 
Fall von Enzymen) auf andere Art die anfangliche Beschichtung der 

10 Oberflachen Eine Inkubation sollte 1-72 h zu erfolgen, um einerseits die 
Stofiwechselprodukte 14, 16 nachweisen zu konnen, andererseits, Verfal- 
schungen durch Zelltod und Zellteilungen zu vermeiden. Bestimmte Zell- 
typen wie Makrophagen haben die Tendenz, ihre Position aktiv zu veran- 
dem, was das Ergebnis beeintrachtigt, andere Zelltypen wie Lymphozyten 

15 behalten ihre Position iiber Stunden bei. 

Spulen der Festphase 

Der gesamte Kammerinhalt wird mehrfach mit Waschlosungen gespult um 
ungebundene Stofiwechselprodukte 14, 16 abzuspulen (Figur 3). Die 
20 nachzuweisenden Sekretionsprodukte 14 binden sich an den auf der Fest- 
phasenoberflache gebundenen Antikorper 12. Die Waschbedingungen 
sind dabei wie oben beschrieben zu wahlen. Eine Variation von Spulfluss 
und des Abstandes zwischen Mikrowelloberkante und Kammeroberflache 
kann genutzt werden, um unfbrierte Zellen gegebenenfells abzuspulen. 

25 

Inkubation von Markern 

Der Zell-Array wird mit farbmarkierten Antikorpern 20 inkubiert, die sich 
gegen Oberflachenantigene der Zelle 18 richten. Die Farbung der antigen- 
positiven Zelle 18 erfolgt durch direkte bzw. indirekte Markierung. Die 

30 Konzentration der Antikorper 20, 22 richtet sich nach fur die Fluores- 
zenzmikroskopie iiblichen Verdimnuhgen. Gegebenfells kann die Ober- 
flachenmarkierung der Zelle 18 auch vor dem Auftragen auf den Zell- 
Array erfolgen. Die Markierung der Zelle 18 kann nach Permeabilisierung 
der Zellmembran auch durch Antikorper 22 gegen zytosolische oder ande- 

35 re Antikorper oder weitere Farbstofle erfolgen (z.B. DAPI oder Propidi- 
umjodid fur Zellkeme/NukleinsMuren). Es konnen Vitalfarbstoffe verwen- 
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det werden, um die Vitalitat der Zellen fur jede einzelne Zelle wahrend 
des Test abzuschatzen Aufgrund der geringen Volumina, die zum Be- 
schichten des Vertiefungsarrays notwendig sind (10-20 ul), sind geringe 
Reagenzienmengen erforderlich. 

5 

Der gesamte Kammerinhalt wird mehrfach mit Waschlosungen gespult, 
um die uberschiissigen Antikorper 20, 22 abzuspiilen. 

Untersuchung 

10 Zur Untersuchung folgt ein Mikroskopiervorgang des Zell-Arrays nach 
verschiedenen Fluoreszenzen (grim z.B. FITC, rot z.B. Texas Rot, blau 
z.B. DAPI, weiB z.B. Fotolumineszenz). Ein Laser-Scanning-Mikroskop 
ist dahingehend geeignet, da dieses Messverfahren eine hohe Durchsatz- 
rate mit einer hoben Sensitivitat fiir die Zellmarker besitzt. Andererseits 

15 treten innerhalb der Mikrovera'efung eine Reihe von Reflexions- und 
Streulichteffekten auf, die zur Auswertung herangezogen werden kdnnen 
und die die Semitivitat erhohen konnen Ein nicht konfokaler Messmodus 
ist auch deshalb sirmvoll, weil ein Grofiteil der Vertiefungsoberflache die 
zur Messung genutzt werden kann (4/5) in der Vertikalen angeordnet ist, 

20 damit nahezu nur zu Reflexions- und Streulicht fuhrt was bei konfokaler 
Messung dann nahezu ausgeblendet werden wurde. Bei einer 50fiichen 
MikroskopvergroBerung konnen bei 10 um IvfikrowellgroBe etwa 14000 
Vertiefimgen gleichzeitig analysiert werden. 

25 Beim Waschen des Arrays besteht die M6glichkeit der Entfernung der 
verbliebenen und gegebenenfells markierten Zelle 18. In der Figur 5 er- 
folgt der Nachweis eines Stofiwechselproduktes 14 ohne und in der Figur 
6 in Anwesenheit der Zelle 18. Zur Ablosung von durch Magnetbeads 
festgehaltenen ZeUpopulationen muB gegebenenfells das Magnetfeld ge- 

30 andert werden Anderungen der FluBraten konnen, wie beschrieben ge- 
nutzt werden Um Signale aus der Zellmarkierung auszublenden und den 
jeweiligen Kanal fiir weitere Messungen mehrfach zu verwenden, kann 
der Huoreszenzfarbstoff mit kurzzeitigem hochdosiertem UV-Licht ge- 
bleicht werden 



35 
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Im Beispielfall der Figuren 4, 5 und 6 hat es eine Ablagerung von zellspe- 
zifischen Stofiwechselprodukten 14 gegeben. Die Detektion der Sekreti- 
onsprodukte 14 erfolgt im Beispiel der Figuren 5 und 6 durch Inkubation 
des Zellarrays mit weiteren fluoreszenzmarkierten Liganden 24 gegen das 
5 Stoffwechselprodukt 14, z.B. weiteren Antikorpern, die ein anderes Epi- 
top als die primaren Antikorper besitzen, die zur Bindung des Stoflwech- 
selproduktes 14 verwendet werden. Es sind einerseits monoklonale Anti- 
korper moglich, die verschiedene Epitope erkeimen, oder die Verwendung 
eines monoklonalen Antikorpers zu Bindung und eines polyklonalen zur 
10 Detektion. 

Nach dem Nachweis wird das Zellarray zur Entfernung uberschussiger 
Antikorper gewaschen. 

is Weitere Mikroskopierschritt zur Detektion anderer Sekretionsprodukte 
konnen sich anschliefien. 

Es folgt eine Analyse der Signalintensitaten der jeweiligen MQcroskopier- 
schritte und Zuordnung der Oberflachenantigen-negativen/positiven Zel- 
20 len zu den Signalen der gemessenen entsprechenden Sekretionsprodukte. 
Die Kombination der verschiedenen Messungen in den verschiedenen 
Farbkanalen erlaubt eine Charakterisierung der fimktionellen Aktivitaten 
der einzelnen Zellen. Durch Mehrfarbfluoreszenz konnen die Sekretions- 
produkte auch ohne Entfernung der Zellen nachgewiesen werden. 

25 

Weitere Mikroskopierschritte zur Detektion von rEntergrundsignalen und 
zur zeitabhangigen Analyse sind moglich. Zellen konnen nach den Scan- 
vorgangen mittels spezieller Stempel aus dem Vertiefungsarray entfernt 
werden und weiteren Analysen zugemhrt werden. 

30 

Nachfolgend soli ein spezielles Beispiel beschrieben werden: 
Beschichtung der Oberflache mit 100 ul lmg/ml Gliadinlosung fur vier 
Stunden, Waschen mit PBS, l%Rinderserumalbumin, Blockieren mit 10% 
Rinderserumalbuminlosung fur eine Stunde. Waschen mit 
35 PBS/1 %Rmdersenimalbumin, Beladen des Vertiefungen (16 um) mit ei- 
nem B-Lymphozytenhybridom, das IgG Antikorper gegen Gliadin produ- 
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ziert. Waschen uberschussiger Zellen, Inkubation der Zellen fur zwolf 
Stunden in RPMI1640 (Zusatze 10%FCS, Penicillin, Streptomycin, Mer- 
captoethanol). Permeabilisieren der Zellen, Inkubation mit DAPI 
(0,001 mg/ml PBS) zum Nachweis mit Zellen beladener Vertiefiingen fiir 

5 zehn Minuten, Waschen, erster Mikroskopierschritt Mehrfache ausgiebi- 
ge Waschschritte zum Herauswaschen der Zellen aus den Vertiefimgen 
Inkubation mit Anti-IgG Fluoreszin markiertem Immunglobulin fiir eine 
Stunde (DAKO Anti-Maus IgG, polyclonal, 1:50). Waschschritt Zweiter 
Mikroskopieschritt zum Nachweis gebundenem Anti-Gliadin Immunglo- 

10 bulin-Anti-Maus-IgG Komplexen Alle Waschchritte mit PBS, 
0,l%Rmderserunialbumin, wiederholte Pulse von etwa 300 ul Waschlo- 
sung iiber fiinf Minuten. 

Weitere Mikroskopierschritte zur Detektion von Hintergrundsignalen und 
15 zur zeitabhangigen Analyse sind moglich. Zellen konnen nach dem jewei- 
ligen Scanvorgang mittels spezieller Stempel von der Oberflache entfernt 
werden und einer weiteren Analyse zugefiihrt werden. Die Charakterisie- 
rung der Einzelzellen aufgrund ihrer Sekretionsprodukte kann aber durch 
die Zelltypisierung mittels Oberflachenanalyse und/oder mittels intrazel- 
20 lularer Markern erweitert werden Die Separation von Zellen nach der 
Analyse kann durch den Einsatz magnetischer Beads oder andere physi- 
kalische Prinzipien wie Sten^eltechniken oder lasergesteuerte Auslen- 
kung ("optische Pinzetten") von Zellen erfolgen 
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Bezugszeichenliste 



10 - Vertiefungen 

12 - Antikorper 

14; 16 - Stoirwechselprodukte 

18 - Zellen 

20 - farbmarkierten Antikorper 

22 - Antikorper gegen zytosolische oder andere Antikdrper 

24 - Liganden 
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Patentanspriiche 

1 . Mikrovertiefungsarray zur groBembhangigen Sortierung oder Sepa- 
ration von in einer stromenden Fliissigkeit suspendierten Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Mikrovertiefiingsarray ein Zel- 
larray aus einer mikrostnikturierten Festphase mit einer Vielzahl 
von Vertiefungen (10) umfasst 

2. Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine die Festphase des Zellarrays bedeckende Oberflache, ins- 
besondere aus mikroskopierfahigen Glas, vorhanden ist. 

3. Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass ein Abstand zwischen einer Oberkante der Vertiefimgen (10) 
und der Oberflache 10 urn bis 500 urn betragt. 

4. Milaovertierungsarray nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass eine moglichst dichte Anord- 
nung der Vertiefimgen (10) auf der Festphase vorgegeben ist 

5. Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Vertiefimgen (10) zueinander versetzt angeordnet sind. 

6. Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Gr6Be der Vertiefimgen (10) einer ZellgroBe 
angepasst ist 

7. Mikrovertiefiingsarray nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die GroBe der Vertiefimgen (10) nur geringfugig groBer, ins- 
besondere 0,5 umbis 5 fimgroBer, als die ZellgroBe ist 

8. Mikrovertiefiingsarray nach einem oder mehreren der Anspriiche 4 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass eine Zelltiefe der ZellgroBe 
entspricht 



03/056335 



PCT/EP02/14762 



-22- 

9. Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zelltiefe so vorgegeben ist, dass zwei Zellen aufgenom- 
men werden konnen (Doppelbeladung). 

10. Mikrovertiefungsarray nach einem oder mehreren der Anspriiche 4 
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass eine Dichte der Vertiefungen 
(10) bis zu 1.000.000 pro cm 2 betragt. 

11. Mikrovertiefungsarray nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Festphase aus Sihzium, 
Glas oder Kunststoff besteht 

12. Mikrovertieftingsarray nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Festphase mit Antikor- 
pern (12) oder Antigenen beschichtet ist. 

13. Mikrovertiefungsarray nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Festphase mit einem Ge- 
misch aus EiweiBen und Antikorpern (12) beschichtet ist. 

1 4. Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass das EiweiB Albumin ist 

1 5 . Mikrovertiefungsarray nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Festphase eine direkte Beschichtung aus Albumin mit 
nachfolgend fiber Succinimidylester, kovalent angebunden Antikor- 
pern (12) tragt. 

16. Mikrovertiefimgsarray nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Festphase eine Beschichtung aus Polyrysin mit nachfol- 
gend angebunden Antikorpern (12) tragt. 

17. Mikrovertiemngsarray nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Festphase aus Silizium ist und die Sihaumoberflache der- 
art behandelt ist, dass sich deren Ladung und Hydrophobizitat ge- 
andert hat. 
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18. Verfahren zur Untersuchung der funktionellen Aktivitat von Ein- 
zellzellen mit einem Mikrovertiefungsarray nach einem oder mehre- 
ren der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass in einem 
ersten Schritt eine Vefeinzelung der Zellen (18) und einem nachfol- 
gendem Schritt eine Untersuchung der funktionellen Aktivitat der 
vereinzelten Zellen (18) stattfindet 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass bei der 
Vereinzelung eine Sortierung nach ZellgrSBe erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass bei der Vereinzelung eine Typisierung nach Zelltyp erfolgt. 

21. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 21, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Vereinzelung mit Hiife von Latex- 
partikeln, Magnetbeads oder mittels optischer Pinzetten unterstutzt 
wird. 

22. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 22, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Mikrovertiefungsarray mit einer 
Zellsuspension hoher Dichte beladen wird. 

23. Verfehren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Mikrovertiefungsarray mit einer Zellsuspension einer Dichte von 
etwa 2 x 10 6 Zellen pro 100 ul beladen wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Mikrovertiefungsarray mit 10 bis 20 ul der Zellsuspension beladen 
wird. 

25. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 24, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Mikrovertiefungsarray nach dem 
Beladen zur Entfernung nicht positionierter Zellen gespult wird. 
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26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Hussigketisstrom beim Spiilen 0,01 bis 0,3 ml pro Sekunde betragt. 

27. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
5 Spulmenge pro Spulzyklus 1 bis 2 ml betragt. 

28. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Beladen und Spulen pulsartig erfolgt. 

10 29.Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 28, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Untersuchung sequential erfolgt 

30. Verfabren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 29, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Untersuchung mittels Fluoreszenz- 

15 spektroskopie erfolgt. 

31. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 30, da- 
durch gekennzeichnet, dass lokal getrennte Untersuchungen erfol- 
gen. 

20 

32. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 18 bis 31, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine Separation der Zellen (18) nach 
Abschluss der Untersuchung erfolgt. 

25 33.Verfehren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ausscheidung von Stoflwechselprodukten (14) der Zellen (18) lo- 
kal definiert bestimmt wird. 

34. Verfehren nach den Anspriichen 18 und 33, dadurch gekennzeich- 
30 net, dass eine Zuordnung zu jeder vereinzelten Zellen (18) erfolgt. 

35. Verfehren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Einfluss der gesamten Zelle (18) auf die Umgebung gemessen wird. 

35 36.Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stoffwechselaktivitat der Zellen gemessen wird. 
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37.Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass Ver- 
gleichsmesungen zweier Zellen erfolgen. 

38/Verfahren nach den Anspriichen 18 bis 37, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Zellen (18) uber Stunden in Nahrldsung inkubiert 
werden. 
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